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Deutschsprachige Obersetzung der Beschreibung 
der Europaischen Patentanmeldung Nr. 95 850 219.7 
des Europaischen Patents Nr. 0 718 406 

Die Erf indung betrifft ein Verfahren zur Zerstorung von 
Wursthauten und anderen hauptsachlich zellulosehaltigen 
Substanzfen durch Zersetzung in einer Enzymlosung. 

In dieaer Anmeldung bedeutet der Ausdruck "Wursthaut" 
eine fasrige UmhUllung oder eine Zellulose- oder 
Zellophan®-Umhailung oder irgendeine andere auf Zellulose 
basierende Umhtlllung. 

Die Ver5ffentlichung "Industrielle Enzyme" (Edition 1, 
.1979, H. Ruttloff et al. "Industrielle Herstellung und 
Verwendung von EnzymprMparaten", Seiten 28 6-2 97) 
beschreibt die, Verwendung von Zellulose-Spaltungsenzymen . 
Der Aufbau und die Art der Wirkung der Zellulase-Enzyme 
sind beschrieben. Weiterhin ist die Verwendung von 
Zellulase-Enzymen zum Beispiel in der Lebensmittel- und • 
Brauereiindustrie beschrieben. 

\ 

I 

Ghose T.K. und I. A, Kostrick, Biotechnol Bioengng. 12 
(1970), Seiten 921-246 offenbart ein Verfahren zur 
Zerstorung von Zellulase-Substanzen durch Zersetzung mit 
einer Enzymlosung. Die Trennung der Produktlosung findet 
durch ein osmoseartiges Verfahren unter Verwendung einer 
CJltrafiltrationsmembran statt. Verglichen mit dem 
Verfahren der vorliegenden Erfindung hat dieses Verfahren 
Nachteile, wie etwa dass es teurer ist, eine geringere 
Produktivitatsrate besitzt und umstandlicher ist. 

^ 

Umhilllungen aus Zellulosematerial ftir schlauchf Srmige 
Lebensmittelprodukte werden wohl bekannt zur Verpackung 
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verarbeiteter Fleischprodukte, wie etwa z.B. WUrste, 
verwendet. 

In den Wurstf abriken besteht das BedOrfnis, Wursthaute 
wegen der groBen Abf ailmenge, .die diese verursachen, zu 
5 zerstoren bzw. abzubauen. Bis jetzt haben sie sich der 
Haute einfach durch Wegbringen zum Abf all entledigt. Ein 
gewohnliches Verfahren ist auch die Kompostierung von 
diesen unter nassen Bedingungen, welches schwierig ist, 
da verschiedene Faktoren, wie etwa die 
10 Sauerstof fverfagbarkeit und die Teinperatur eingestellt 
warden miissen. Ein. fruher verwendetes Verfahren ist auch 
die Verbrennung von diesen. 

Die Verfahren des Stands der Technik haben Nachteile. Zum 
15 Beispiel verursachen sie entweder groBe Abf allmengen, 
weisen lange Reaktionszeiten auf Oder sind nicht 
okonomisch. Daher besteht ein Bedurfnis ftir ein Verfahren 
zur Zefstorung von zellulosehaltigen Substanzen auf 
Gkonomische Weise. Dieses Problem wird durch die 
20 vorliegende Erfindung gelost, in weigher die Zellulase- 
Enzyme, die den Abbau der zellulosehaltigen Substanzen 
verursachen, auf okonomische Weise wiedergewonnen werden. 

Die Aufgabe der Erfindung ist die Zerstorung der 
25 WiirsthSute mittels Enzymhydrolyse durch ein okonomisches 
Verfahren. . 

Folglich wird das Verfahren der Erfindung .durch die 
folgenden Verf ahrensstuf en gekennzeichnet : 

30 

a) Zellulase-Enzyme werden zu einem eine Wasserlosung 
enthaltenden Reaktor hinzugef ilgt^ 

• • • 

b) vor Stufe a).oder nach dieser werden die zu 

35 zersetzendeh Substanzen zu dem Reaktor hinzugefugt. 



c) die zu zersetzenden Substanzen werden einer 

vollst^ndigen oder teilweisen Zersetzung iiberlassen, 
danach 



5 d) wird eine neue Menge an zu zersetzenden Substanzen zu 
dem Reaktor hinzugef iigt, und 

e) wenn die Enzyme an die neuen zu zersetzenden 

Substanzen adsorbiert worden sind, werden die in der 

0 LOsung enthaltenden Substanzen, welche in Stufe c) gelost 

worden sind, wiedergewonnen, indem die Losung und die zu 

zersetzenden Substanzen voneinander getrennt werden, 
wobei 

5 £) Wasser zu den zu zersetzenden Substanzen hinzugefOgt 
wird und wenn gewUnscht, Verf ahrensstufen c-f so oft wie 
gewtinscht wiederholt werden. 



) 



Folglich gewahrleistet die Erfindung ein okonomisches 
Verfahren zur Zersetzung von HSuten mittels Enzymen, und 
soweit die Enzyme zuriickgewOnnen werden, werden sie bei 
der folgenden Zersetzung wiederverwendet. In der Praxis 
besteht jedoch gewohnlich ein gewisser Verlust an 
Enzymen, aus welchem Grund eine gegebene Menge von 
Enzymen vorzugsweise in irgendeiner Verf ahrensstuf^ zu 
dem Reaktor hinzugef tigt wird. Diese Menge ist jedoch 
verglichen mit der bentttigten Gesamtmenge in der 
Hydrolyse gering. 

In dem Verfahren der Erfindung werden die zu zerstSrenden 
HSute und mbglicherweise andere zellulosehaltige 
Substanzen in einem Reaktor gel6st, der eine Enzyml6sung 
enthMlt. Die Enzyme haften dann an der Wursthaut und eine 
Hydrolysereaktion zur Zersetzung von diesen beginnt. 
Diese Reaktion wird fortgesetzt bis ein benStigter Teil 
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der 2u zersetzenden HSiute, vorzugsweise alle von diesen, 
zersetzt wdrden sind, wonach eine neue Menge von zu . ' 
zersto.renden HSuten zu dem Reaktor hihzugefugt wird, 
wobei die Enzyme an den heuen HSuten adsorbiert werden. 
5 Die Ze.rsetzungsprddukte der HSute, mit anderen Worten die 
Zucker, sind in der Losung, die von dera Reaktor 
wiedergewonnen wird. Diese Zersetzungsprodukte, welche 
hSuf ig einfach als reduzierende Zucker gemessen werden, 
bestehan hauptsachlich aus Oligo- und Monosaccharideh, 
10 die zuletzt Erwahnten hauptsachlich aus Glukose. 

In einer Ausf uhrungsf orm des Verfahrens, kann das 
Verfahren folglich z.B, zur Herstellung yon Glukose 
verwendet werden, welche als • Nebenprodukt erhalten wird, 
15 wenn die Haute zerstort werden. 

. In dem Verfahren kann die Zerstorung der HMute als eine 
Funktion der Zeit und der Enzym- und/oder 
Hautkonzentration und/oder durch Festlegung der 
20 Konzentrationen an Glukose und an reduzierenden Zuckern 
und auch der Menge an unloslicher Trockenmasse abgeleitet 

werden . 
■ 

Die verwendeten Enzyme sind Zellulase-Zubereitungenr 
25 vorzugsweise kommerzielle und leicht erhaltliche, welche 
Zellulbse ip Kohlenwasserstof f e von geringerem 
Molekulargewicht als Zellulose aufspalten. Die 
Zusammensetzung des Endprodukts und der Anteil an Glukose 
in den geldisteh Kohlenwasserstoffen hangt. von derri 
30 Verhaltnis der verschiedenen Aktivitaten der verwendeten 
Zellulase-Zubereitungen ab, 

Wenn das Verfahren gleichzeitig zur Herstellung von 
Glukose verwendet wird, wird bevorzugt auch p- 
35 Glukosidaseenzym zu dem Reaktor hinzugefiagt, da diese 
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Glukose aus Zellobiose-Disaccharid und Oligosacchariden 
herstellt. Pie p-Glukosidase verhindert auch eine 
Inhibierung der Zellulasen wegen der Zellobiose. Da p- . 
Glukosidase nicht an den Wursthauten anhaftet, wird diese 
bevorzugt auf einem Feststof f trager befestigt. Die 
Verwendung von solch einer immobilisierten p-Glukosidase 
ermpglicht es auch, dieses Enzym in den Kreislauf 
zurUckzufUhren. 

Abhangig von der Konzentration der Enzyme und der Haute, 
kSnnen die H^ute in 2-5 Stunden zersetzt werden. In der' 
Praxis wird die Hydrolysezeit durch eine geeignete bosis 
der Enzyme ausgewahlt, auch gemass dem, was in der Fabrik 
bevorzugt ist, wobei die Kpsten- der Apparate, die Menge 
an Hauten und die Zugabe dieser und auch die Enzymkosten 
beriicksichtigt werden. 

•Urn die Enzymkosten zu reduzieren, werden die Zellulasen 
bevorzugt in einer semi-kontinuierlichen Chargenhydrolyse 
in den Kreislauf zuriickgef Uhrt, so dass die Enzyme nach 
der Hydrolyse an neue Haute gebunden werden und die 
wiedergewonnene ZuckerlSsung wird bevorzugt durch eine 
Puffer- Oder WasserlOsung far die nachfolgende Hydrolyse 
ersetzt. Die Hydrolyse f u.nktioniert fur mehirere Wochen 
mit dem gleichen Effekt und bei nur geringer ersetzender 
Enzymzugabe.- Auch wird eine Zugabe von P-Glukosidase 
benotigt, urn das Hydrolyseniveau' konstant zu- halten, da 
diese nicht auf. den H^uten haftet und folglich nicht 
wiederverwendbar ist. Da die P-Glukosidase jedoch an 
einen festen Trager gebunden ist, kann die gleiche 
Enzymcharge in einigen Wochen in einer semi- 
kontinuierlichen Hydrolyse in den Kreislauf zurUckgef ilhrt 
werden, ohne die Zuckerausbeuten zu reduzieren. Folglich 
kann der daraus folgende Enzymverbrauch aus den semi- 
kontinuierlichen Hydrolysetests berechnet werden, wenn 
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eine neue Enzymzugabe (30 FPU Econase"^ und 100 nkat p- 
Glukosidase/g Haut) jeden 150-igsten Tag ausgefiihrt wird. 

Econase®:" 0,7 FPU/g Haut 

5 Immobilisierte P-Glukosidase: 6,7 nkat/g Haut 

nkat = Nanokatal, eine Einheit der Enzymaktivitat • Ein 
Nanokatal stellt ein Nanomol des Reaktionsprodukts in 
einer Sekunde her/ baut ab oder wandelt urn jeweils ein 
10 Nanomol des Startmaterials in einer Sekunde unter den in 
dem Analyseverf ahren verwendeten Bedinigungen . 

. Der Bedarf nach einer vollstandig neuen Enzymzugabe hangt 
von vieleh praktischen Faktoren in der Fabrik ab.Diese 
15 sind z.B, die Inaktivierung und der Enzymverbrauch, . der 

« 

. Niederschlag der Haute, die Hydrolys^zeit , die Tatsache, 
dass der Apparat verschmutzt usw. 

Das Reaktionsprodukt kann auch als Futter verwendet 
20 warden, 

Im folgenden wird die Erfindung anhahd von Figuren 
beschrieben* Es ist nicht beabsichtigt , die Erfindung auf 
Details von diesen zu beschranken. 
25 ■ 

i 

Fig. 1 ist ein schematisches Bild des 
Erf indungsverf ahrens . 

Fig. 2 ist ein Flussdiagramm der Verf ahreristuf en des 
30 Erf indungsverf ahrens, wobei das Enzym in den Kreislauf 
zurttckgef ahrt wird. 

Fig. 3 ist ein Flussdiagramm der Verf ahrensstuf en des 
Erf indungsverf ahrens ohne irgendeinen Kreislauf der 
35 Enzyme oder wenn die Hydrolyse nur einmal ausgefOhrt 
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In der Praxis kSnnen zwei Oder mehrere Chargenreaktoren 1 
in Obereinstinunung mit Fig. i verwendet werden. (z.B. 5 
m/500 kg Haut/d) , wobei die Hydrolysezeit z.B. 24 
Stunden oder mehr betr^gt. Die Hydrolysezeit kann 
abhangig von d^r praktischen Funktion der Fabrik " 
variieren. Die Reaktoren 1 sind bevorzugt Behaiter mit 
einem Mischer 2 und sind mit Ummantellungen 3 
(Temperaturregulierung) mit einem Siebboden 4 Uber den 
Mischern vorgesehen. Die Reaktoren werden aus einem 
getrennten Zuf uhrungs-/Hautsammelbehaiter 5 entlang Linie 
6 beliefert. Wenn die Hydrolyse eines gegebenen Reaktors 
1 fertig ist, wird eine neue Charge an HSuten zu dem 
Hydrolysat hinzugefUgt, an welches die Zellulasen 
adsorbiert werden. Wenh die Adsorption voilstSndig ist, 
wird die Vermischung beendet und die Losung wird durch 
den Siebboden 4 entlaing Linie 7 zu dem 
Produktionsbehaiter 9 abgelassen. Wasser wird zu dem 
Reaktor entlang Linie 8 zugeftihrt und die Vermischung und 
dxe Hydrolyse wird fortgesetzt. Die immobilisierte p- 
Glukosidase wird in dem Reaktor durch das Sieb 4 
zurtickgehalten . 

Alternativ kflnnen die uniosliche Trockenmasse, . die Haute, 
an welche die Enzyme gebunden sind, und die 
immobilisierte (J-Glukosidase von dem Hydrolysat durch 
Zentrifugation, Filtration oder andere bekannte 
Abtrennungsverfahren fUr Trockenmasse abgetrennt werden. 
Die abgetrennte .-uniasliche Trockenmasse wird dem Reaktor 
wieder zugefUhrt, welcher in diesem Fall irgendein Misch- 

Behaiter mit einer Ummantelung ohne einen Zwischenboden 
ist. 

Die uniosliche Masse wird in gewanschten Intervallen aus 
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dem Reaktor in einer geeigneten Verf ahrensstuf e des 
Verfahrens entladen. 

• ■ " ■ 

Im folgenden werden Beispiele mit Inf ormationen Uber 
5 Details des Verfahrens angegeben, 

Beispiele 

- 

10 Einleitunq 

Gebrauchte und ungebrauchte Wursthaute wurden enzymatisch 
mit drei kommerziellen Zellulase-Zubereitungen unter 
Verwendung von durch Alko herge.stellter. Econase® und 

15 unter Verwendung von durch Genencor hergestellter Spezyme 
CE®- und Spezyme CP®-Zellulasen zersetzt. Die Hydrolyse 
der Haute wurde uberwacht als eine Funktion der Zeit und 
des Enzyms und des Hautgehalts durch Bestimmung der 
Konzentratlonen an Glukose und. reduzierenden Zuckern und 

2 0 der Mengen an unloslicher und loslicher Trockenmasse • Om 
die Hydrolyse auszuf iihren, wurde p-Glukosidaseenzym 
.(Novozym 188®, Novo) auf einen festen Tr^ger befestigt. 

Die Zusammensetzunq der Haute 

25 

Es waren ziemlich viel Fett (14,9% der Trockenmasse) und 
Proteine (10,5% der Trockenmasse) in den gebrauchten 
HSuten vorhanden. Der Antell der unlGslichen Trockenmasse 
war geringer und der Anteil der iSslichen Trockenmasse 
30 hpher als in den ungebrauchten H^uten (Tabelle 1). . 
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Tabelle 1. Die Zusairunensetzung der Wursthaut 





Trockeninass e 
unl5sliche 

Trockenina sse 
15sliche 
Troc kenma s s e 
Fett 



Protein 



ungebra ucht e HSute 
80% 



72% 



8 



o. 



0/20% der 
Trockeninas se 
0,22%. der 
Trockeninasse 



53% 



17% 



14, 9%. der 
Trockeninas se 
10,5% der 
Trockeninasse 



Die verwendeten Enzyme 

In den Zersetzungstests der HSute, wurden kommerzielle 
Zellulase-Zubereitungen verwendet, in welchen die 
Aktivitaten der Enzyme in einiger Hinsicht voneinander 
abwichen (Tabelle 2) . 

Die Zellulase-Zubereitunqen: 
Econase CE® (Alko) 

Spezyme CE® (Genencor International) 
Spezyme CP® (Genencor International) 

P-Glukosidase ; 
Noyozym 1&8® (Novo) 



20 



25 



Das FPU (die hydrolysierende Aktivitat auf dem 
Filterpapier) und HEC (die Hydroxyethylzellulose 
hydrolysierende Aktivitat) Aktivitaten der Zellulasen- 
Zubereitungen werden als zellulosespeichernde Exo- und 
Endoaktivaten- beschrieben. Die Endoglukanasen spalten 
Bindungen in der Zellulosekette, indem sie 
Oligosaccharide verschiedener Grofien und die 
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Exoglukanasen setzen ZellGbiose-Einheiten aus den Enden 
der Ketten frei. p-Glukosidase stellt Glukose aus den 
Disacchariden und aus den Oligosacchariden her.. 

5 Tabelle 2. Die Aktivitaten der verwendeten Zellulase 
Zubereitungen 



Aktivitat 


Econase® 


Spezyme 
CE* 


Spezyme 
CP® 


Novozym® 


FPU U/ml 




49 


67 


0, 06 . 


HEC 

nkat/ml 


13S00 


16400 


23100 


291 


p-Gluko- ■ 

sidase 

nkat/ml 


1028 


450 


1078 


7350 . 


p-Gluko- 
sidase/ FPU 


■ . 33 


9 


16 




Protein 
mg/ml 


85 


109 


121 


63 



w * 

Charqenhydrolyse 

10 

Reaktionsbedingungen 

Die Chargehhydrolyse der Wursthaute warden in einem 
Wasserbad (150 U/min) mit sich schtittelnden konischen 
15 Flaschen ausgefuhrt. Der gesamte Inhalt der Flasche wurde 
ais eine Probe genonvmen, aus welcher der Zucker- und der 
Trockeninasseinhalt bestimmt wurden. Die Zus^rnm^nsetzung 
der Rea?ctionsinischung betrug: ' . 

20 1,3 g :Haut als Trockenmasse (50-150 g/1) 
19 ml 50 ruM Acetatpuf f er, pH 5,0 
1 ml Enzymverdiinnung 



Die Enzyme wurden gemaiJ der FPU-AktivitSt der 
Zubereitungen (2-30 FPU/g Haut) in die 
Hydrolysemischungen gegeben. 

Die Reaktionen wurden in einem verdtinnten Puffer bei pH 5 
ausgefahrt, da die Zellulase am besten unter leicht 
sauren Bedingungen funktionieren. Es ist jedoch nicht 
notwendig einen Puffer zu verwenden, da der pH der 
Wasserl5sung der HSute ohne irgendeine Einstellung 5 
betragt und sich wahrend der Hydfolyse nicht Sndert. 

I 

Die Reaktionstemperatur betrug 5.0 °C, welches optimal ftir 
die Funktion der Zellulasen ist. Die Temperatur kann auch 
geringer sein, z.B. 30-50°C. 

Die gebrauchten Haute wurden genauso wie die 
ungebrauchten Haute hydrolysiert . 

Das Fe-t der HSute verblieb an den Wanden des 
Reaktionsbehalters und auf der Oberflache der 
Flussigkeit. Das Fett konnte durch ein f ettspaltendes 
Lipa.seenzym in Fettsauren und Glycerin gespalten werden 
(Candida cylindracea Lipase. Ri nr-ai-ai ycH-o ltd, UK), aber 
die Fettsauren verblieben in der Reaktionsmischung 
suspendiert, da sie in Wasser unloslich sind. 

t 

Die Reinigung der Haute hatte keinen Effelct auf das 
Hydrolys.eresultat . Die gesamten Haute (zirka 6 x. 30 cm, 
15.g/p), genauso, wie die kleineren Teilchen (0,5 x 0,5. 
cm.; 1, X 1 cm; 3x3 cm) wurden mit Econase® zersetzt. 
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Effekt der Haut- und Enzymkonzentration 

Die Hydrolyse der WursthSute durch Econase®-Zellulase- 
Zubereitung und der Effekt der Enzymanwendung als eine 
5 Funktion der Zeit sind in Fig. 4 dargestellt. 

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Haute mit dem 
Erf indvingsverfahren sehr gut in zirka 2-5 Stunden 
zersetzt werden. Die unlosliche Trockenmasse beschreibt 
10 den Anceil, der nicht zersetzt wurde, und bezOglich der 
Interpretation der Figur wird auf Tabelle 1 verwiesen, 
wobei dort die anfangliche Zusanmiensetzung der HSute 
dargestellt ist. 

15 In Fig. 5, wurde die Konzentration der unloslichen 

Trockenmasse bei der Hydrolyse dargestellt, wobei. der 
Gehalt an Hauten (gebrauchte Haute) 50, 100 und 150 g/1 
und die Zellulase Enzymkonzentrationen (Econase®) 2,5 
und '10 FPU/g Haut betrugen . Wenn eine geringere 

20 Enzymdosis verwendet wurde (2-5 FPU/g Haut) oder eine 

groJiere Konzentration an Hauten (.100-150 g/1), wurde eine 
langere Reaktionsze4.t fur die maximale Hydrolyse 
benotigt. Sogar wenn die Zuckeranalyse zeigte, dass die 
Hydrolyse nicht vollstSndig war/ konnten sichtbare Haute 

25 nur in den 5-Stunden-Proben und in der 24-Stunden-ProbLe 
gesehen werden, wobei die Haut konzentration 150 g/1 und * 
die Enzymkonzentration 2 FPU/g betrug. . 

Wenn die Enzymkonzentration auf 3 0 FPU/g Haut erhoht 
30 wurde,. verkurzte sich die . Hydrolysezeit auf 5 Stunden 
(Fig. 6) . Es konnten sogar nach 3 Stunden keine HSute 
gesehen werden. Es war unl5sliche Troclcenmasse in einer 
Menge von 0,3 g/1 vorhahden. 
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Da qlie Enzymdosis gemaii der FPU-Aktivitat unter 
Verwendung von Spezyme^-Enzymen hergestellt wurde, blieb 
der Anteil der HEC-Aktivitat und p-Glukosidase geringer 
als mit Econase®. Die HSute wurden sowohl mit Spezyme*- 
Enzymen als auch mit der Econase* zersetzt (Fig. 7 und 
8) . 

Semi-kontinuierliche Hydroly ae 

In einer semi-kontinuierlichen Hydrolyse, wobei die 
Enzyme in der Zuckerlosung nach jeder individuellen 

wiedergewonnen werden, kann der 
Verbrauch an Enzymen vermindert werden. 

In einer semi-kontinuierlichen Hydrolyse der gebrauchten 
Haute 150 g/1 Haut, Econase* 30 FPU/g) wurden neue HSute 
(50 g/1) nach 24 Stunden Hydrolyse in die gleiche 
Reaktionsmischung hinzugefugt, an welchen es den 
Zellulasen ermOglicht wurde, sich innerhalb von 20 
Minuten zu binden. Die Bindungszeit wurde nicht 
optimiert- Die Zuckerlosung wurde von der Hautmischung . 
durch Zentrifugation wiedergewonnen (2500 U/min, 10 min) 
und ein Acetatpuffer wurde stattdessen zugegeben. Es ist 
auch mSglich die HSute durch Filtration wiederzugewinnen. 
Neue Haute wurden wiederum in 24 Stunden hydrolysiert , Da 
die P-Glukosidase sich nicht an die Zellulose bihdet/ 
wurde dieses Enzym in Verbindung mit jedem Puf f erwechsel 
in einer Menge zugegeben, die mit der urspriinglichen p- 
Glukosidasemenge (1000 nkat/g Haut) tibereinstinunte . Der 
gleiche Ablauf wurde alle 24 Stunden wiederholt. Die 
Zuckerausbeute waren nach der zweiten Chargenhydrolyse 
wegen eines geringen Zellulaseverlusts (Fig, 9) leicht 
vermindert, Ohne die p-Glukosidasezugabe war die Abnahme 
sogar schneller (Fig. 10). Der Verlust an Zellulase wurde 
durch eine geringe Zugabe von Zellulase substituiert . 
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Obne irgendeine substituierende Zellulase-Zugabe. 

fuhktionlert die semi-kontinuierliche Hydrolyse nicht mit 

•■ 

dem gleichen Effekt. 

5 Um eine geeignete Stufe der Hautzugabe und eine geeignete . 
Hydrolysezeit (50 g/1 Haute, Econase® 10 FPU/g) zu . . 
finden, wurden die Hautreste von den Hautmischungen nach 
2, 4, 6 Oder 24 Stunden Hydrolyse abgetrennt und neue 
Haute wurden zu den L5sungen hinzugegeben. Nach 24 

1.0 Stunden Hydrolyse, wurden die Losungen analysiert. Die 
Hydrolyse war am besten in def Reaktionsmischung 
vorangeschritten, wobei die neuen Haute nicht bis .24 
Stunden nach dem Beginn der Hydrolyse zugegeben wurden 
(Tabelle 3) . 

15 . 

Im Hinblick auf die Hydrolyse ist es am meisten 
bevorzugt, dass die neuen Haute nicht zugegeben werden, 
bis die alten Haute sich vollstandig zersetzt haben und 
die Zellulasen in die L5sung freigesetzt word.eh sind, 

20 

Tabelle 3: Der Effekt des Stadiums der Zugabe der Haute 
auf die gesamte Hydrolyse (24 h) 



Stadium 


Reduzieren- 


Glukose 


Unlosliche 


LOsliche 


der 


der Zucker 


(g/1) 


Trocken- 


Trocken- 


Hautzugabe 


(g/1) 




masse 


masse i 


(h) = 






(g/l) 


(g/1) . 


Hydr. Zeit 










2 


7,4 


4,3 


15, 6 


47,6 


4 . 


.9,3 


'4,8 


7,7 


51,0 


6 


16, 1 


8,2 


5, 5 


52, 1 ' 


24 


22, 4 


15,7 


1,4 


.55,3 



Um eine geeignete Zellulase-Zugabe in einer semi- 
kontinuierlichen Hydrolyse zu finden, wurden zusStzlich 
zu der p-Glukosidase (1000 nkat/g Haut) Econase® 0,1, 0,5 
und 1,0 FPU/g Haut in Verbindung mit jedem Wechsel der ' 
LQsung hinzugeftigt . Wenn die Enzymzugabe 0,5 oder 1,0 
FPU/g betrug, wurde die Hydrolyse fQr Wochen ohne 
irgendwelche reduzierten Zuckerausbeuten fortgesetzt. Die 
Glukosekonzentration betrug im Durchschnitt 22 g/1 (63% 
der Trockenmasse), die Konzentratipn aller reduzierender 
Zucker 25 g/1 (71% der TrockenmaSse) und die lOsliche " 
Trockenmasse 33 g/l. Die Hydrolyse wurde nach 78 Tagen 
(Fig. 11 und 12) gestoppt. wahrend dieser Zeit trat kein 

Wachstum an Mikroorganismen oder Ablagerung an Fett in 

dem Hydrolysebehalter auf. 

Der wirkliche Enzymverbrauch in einer Hydrolyse, wobei 
die Enzyme im Kreislauf gehalten werden, kann aus den 
Ergebnissen berechnet werden: 

Die anfangliche Zugabe an Zellulase von 30 

FPU/g Haut zu einer Charge jeden ISO^igsten 
Tag.. 



Die Zugabe von Zellulase von 0, 5 FPU/g Haut 
jeder Charge und die Zugabe von P-Glukosidas 
yon 1000 nkat/g Haut zu jeder Charge. 

Insgesamt : 0,7 FPU Econase* und 1000 nkat p- 
Glukosidase/g Haut. 
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Die Imm obilisierunq der 3-61ukosldase in einem festen 
Traqer . 

Eine kontinui.erliche Zugabe von Idslicher p-Glukosidase ' 
2u der Hydrolysemischung erhoht die Enzymkosten 
betrachtlich. Da es keine kommerzielle p-Glukosidase 
gibt, die an einen festen fur die kontinuierliche 
Verwendung geeigneten Trager gebunden ist, wurde die 
immobilisierte Enzymzubereitung hergestellt . . 



Die Bindung der Novo-p-Glukosidase wurde. im Hinblick auf 
fiinf verschiedene Trager studiert. Die 
Iinmobilisierungsmischung enthielt 5 g mit Wasser 
gewaschenen Carrier, 49 ml 50 mM Acetatpuf f er , pH 5 und 

15 1,35 ml Enzym (^000 nkat/g Trager). Die 

Reaktionsmischungen wurdeh unter kalten Bedingungen 
(+4*'C) ftir 24 Stunden leicht bewegt . Die Bindung des 
Enzyms wurde aus den Losungen und den TrSgern gefolgert. 
Die p-Glukosidase war. am besten an einen schwachen 

20 Kationenaustauscher gebunden* Das Enzym wurde mit 
Glutaraldehyd durch Quervernetzung gebunden-, urn die 
Stabilitat des Tragers zu verbessern, 

Immobilisierte p-Glukosidase (1000 nkat/g Haut) wurde in 
25 einer semi-kontinuierlichen Hydrolyse der Wursthaute in 
. drei Wochen zirkuliert, wobei diese wie ein losliches 
Enzym funktionierte. Ohne irgendeine Glutaraldehydbindung 
wurde das Enzym ziemlich schnell von dem Trager 
freigesetzt. Auch drei verschiedene Mengen an 
30 Glutaraldehyd behandelter p-Glukosidase (1000, 2000 und 
3000 nkat/g Haut) wurden w^hrehd eines Monats in der 
Hydrolyse ohne irgendeine Verminderung der 
Zuckerausbeuten im Kreislauf gehalten. 
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In. Fig. 13 ist der Effekt des Kreislaufs der 
iinmobilisierten p-GluJcosidase auf die Ausbildung der 
Ibslichen Trockenmasse in einer semi-Jcohtinuierlichen 
Hydrolyse der gebrauchten Wursthaute mit Econase®- 
Zellulase dargestellt. Anfanglich waren 50 g/1 HSute 
vorhanden und die Enzymdosis betrug 30 FPU/g Haute. Alle 
2 4 Stunden wu-rden neue HSute ,zu der Reaktionsmischung (50 
g/1) hinzugefugt, die Zuckerlosung wurde wiedergewonnen 
und durch eine Zellulase enthaltende Pufferl5sung (0,5 
FPU/'g) substituiert. Die immobilisierte p-Glukosidase, 
die mit Glutaraldehyd (1000-3000 nkat/g Haut) behandelt 
wurde, wurde nur zum Beginn der Reaktion hinzugefUgt. Die 
Reaktionsbedingungen: 50°C, pH 5, Mischung 150 U/min. 

15 Die Enzymkosten. kOnnen unter Verwendung einer 

immobilisierten P-Glukosidase vermindert werden. Die 
gleiche Enzymcharge kann ftir einige Wochen oder Monate 
einer kontinuierlichen Hydrolyse im Kreislauf gehalt 
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en 



werden 
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Deutschsprachige Obersetzung der Patentanspriiche 
der EuropSischen Patentanmeldung Nr. 95 850 219.7 
des EuropSischen Patents Nr. 0718406 



d) 



1. Verfahreh zur Zerisetzuhg von Wursthauten und anderen 
hauptsachlich zelluloseartigen Substanzen mittels einer 
Enzymiesung, dadurch gekennzeichnet, dass das Verfahren 
folgende Verf ahrensschritte xamfasst: 

a) Zlellulaseenzyme warden zu einem eine WasserlOsung 
enthaltenden Reaktor gegeben, 

b) vor Stufe a) pder danach werden die zu Ittsenden 
Substanzen zu dem Reaktor zugegeben, 

c) die zu losendep Substanzen werden teilweise Oder 
vollstandig gelOst, danach 

wird eine neue MenC[e der zu lOsenden Substanzen zu. 
dem Reaktor zugegeben, 

e) wenn die Enzyme in den neuen zu losenden Substanzen 
adsorbiert worden sind, wird die die in Stufe c) 
gelosten Substanzen enthaltende L5sung durch Tren- 
nung der Losurig und der zu losenden Substanzen von- 
einander wieder gewonnen, wobei 

f ) . Wasser zu den zu Ibsenden. Substanzen hinzugegeben 

wird und wenn gewUnscht, werden die Stufen c-f eine 
gewanschte Anzahl von Malen wiederholt. • 

2.. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet.,' 
dass die Enzyme Zellulasen sind. 



3- Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet , 
dass die Zellulasezubereitungen Ekonase® CE, Spezyme CE® 
und/oder Spezyme CP® sind. 

4. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Hydrolysezeit durch die Konzent- 
ration der Haute und die Konzentration der Enzyme einge- 
stellt wird. 



5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 -.4, dadurch 
gekennzeichnet, d^ss die Hydrolysezeit 2-5 Stunden 
betragt, wenn die Konzentration der Haute ca. 0 - 100 g/1 
und die Koazentration der Enzyme 1 - 50 FPU/g. Haute 
betr^gt. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Menge des Zellulaseenzyms in der 
Losung 1 - 50 FPU/g Haut betragt, 

7* Verfahren nach einem der Ansprtiche 1-6, dadurch 
gekennzeichnet, dass auch P-Glukosidase zu dem Verfahren 
hinzugegeben wird, urn die Hydrolyse auszuf dhren, wenn T 
eine gr5ftere Menge der Glukose erwiinscht ist. 

8. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,; 
dass die P~Glukosidase immobilisiert ist, um dieselbe in 
den Kreislauf zuriickzuf uhren. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet/ 
dass die Menge der immobilisierten p-Glukosidase ca. 1000 

nkat/g Haute betragt • 

... . , 

10. Verfahren nach AnsprUchen 1-9, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass zwischen den Zugaben der HSute Oder in 



Verbindung mit diesen, die benStigte Menge an Zellula- 
seenzymen und p-Glukosidase hinzugeftigt wird. ■ 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche.l - 10, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Hautkonzentration 10 - 200 g/1 
betragt. 

12. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 - 11, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Verfahren als ein Chargenverf ah 
ren unter Verwendung eines, zwei oder mehrerer Reaktoren 
ausgeftihrt wird. 
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2ERSETZUNG DER WURSTHAUTE 
2.2ERSETZUNG MIT KREISLAUF DER ENZYME 




DOSIERUNG DER HAUTE UNO 
SUSPENDIERUNG IN WAS$ER 




MISCHUNG UND INKUBATION 

{= BINDUNG DER ENZYME AN DIE HAUTE) 




ZUGABE VON ENZYMEN 



FIG. 2 
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2ERSETZUNG DER WURSTHAUTE 



1.ZERSETZUNG OHNE KREISLAUF DER ENZYME 



SAMMLUNG DER HAUTE 



OOSIERUNG DER HAUTE UND 
SUSPENDIERUNG IN WASSER 




2UGABE DER ENZYME UND ANPASSUNG DER TEMPERATUR 




I ABTRENNUNG PER UNLOSUCHEN 



MASSE 
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HYDROLYSAT 



FIG. 3 
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FIG. 8a 
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